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Métodos para modificar las tasas de produccion de proteinas
Descripcion

Campo de la invencién

[0001] Esta invencion esta relacionada con unos métodos para modificar la tasa de secrecion celular de una
proteina.

Antecedentes de la invencion

[0002] Normalmente, la produccion de proteinas -como anticuerpos- a gran escala se basa en la secrecion de
proteinas a partir de una linea de produccion de células cultivadas. Las proteinas secretadas que se producen
mediante células cultivadas pueden recuperarse del medio de cultivo celular circundante y purificarse faciimente.

[0003] La tasa de secrecion celular de proteinas es un parametro importante que influye en la produccion y la
purificacion de las proteinas secretadas de un biorreactor u otro sistema. En general, pueden obtenerse cosechas o
producciones de proteinas mas purificadas cuando la tasa de secrecion celular es relativamente elevada. A la
inversa, si la tasa de secrecion celular es demasiado baja, la purificacion de proteinas tal vez no sea factible.

[0004] Una de las estrategias para solucionar el problema de las células con una secrecién baja ha sido aislar las
células subclonadas con una secrecion alta de una poblacién de células con una secrecion baja. Normalmente, esto
requiere de mucho tiempo y de series intensivas de dilucion limitante en serie, rastreo y seleccion de lineas celulares
de secrecion alta. De manera alternativa, se generan lineas celulares completamente nuevas y que producen la
proteina de interés con la esperanza de que estas nuevas lineas celulares sean lineas con una secrecién elevada.

[0005] Cada una de las estrategias anteriores para obtener lineas celulares con una secrecion alta presenta
limitaciones. Por ejemplo, la identificacion de lineas celulares con una secrecion alta mediante el subclonaje a partir
de una poblaciéon de células con una secrecion baja se ve limitada por la relativa escasez de células con una
secrecion alta en dicha poblacién, asi como por las grandes cantidades de tiempo y trabajo que se requieren para
identificar cualquier célula con una secrecion alta.

[0006] Ademas, la obtencion de nuevas lineas celulares que produzcan el anticuerpo o la proteina de interés se ve
limitada por la posibilidad de que las nuevas lineas celulares no tengan una secrecion elevada y por el considerable
esfuerzo que se requiere para regenerar las células que producen anticuerpos e identificar las células con una
secrecion alta. En algunos casos, solo pueden obtenerse lineas celulares con una secrecion baja debido al
plegamiento incorrecto de proteinas dentro del reticulo endoplasmatico (RE) de las células, lo cual provoca una tasa
de secrecion menor.

[0007] Por todo ello, existe una necesidad de hallar métodos eficaces para modificar la tasa de secrecion celular de
una proteina.

Breve descripcion de las ilustraciones

[0008]

La Figura 1 (Fig. 1) muestra los niveles de transcripcion del gen de la UPR (o los niveles de transcritos
génicos de la UPR) en células que secretan mAbs en grandes proporciones.

La Figura 2 muestra los niveles de transcripcion del gen de la UPR en células en fase de crecimiento estatico.
La Figura 3 muestra una comparacion de los niveles de transcripcion del gen de la UPR en lineas celulares
de mieloma parentales.

La Figura 4 muestra los niveles de transcripcion del gen de la UPR en lineas celulares con una secrecion alta
en relacion con la linea celular de mieloma parental Sp2/0.

La Figura 5 muestra los niveles de transcripcion del gen de la UPR en lineas celulares con una secrecion alta
en relacion con la linea celular de mieloma parental FO.

La Figura 6 muestra los niveles de transcripcion del gen de la UPR en lineas celulares con una secrecion alta
en relacion con la linea celular de mieloma parental Ag-653.

La Figura 7 muestra los cambios en las tasas de secrecidon de anticuerpos como una funciéon de la
modificacién de los niveles de transcripcion del gen de la UPR.

La Figura 8 muestra unas tasas de secrecion de anticuerpos mas altas en células de mieloma transfectadas
establemente con acido nucleico que codifica siRNAs (o ARNips, en espariol) especificas de CHOP-10.

Resumen de la invencion

[0009] Un aspecto de la invencién es un método para aumentar la tasa de secrecion celular de una proteina, que
incluye los siguientes pasos:
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a) regular la actividad de al menos un componente de la via de respuesta a proteinas desplegadas (o UPR,
por sus siglas en inglés) en una célula; y

b) cultivar las células,

de manera que el componente de la via o ruta UPR es CHOP y de manera que la actividad de CHOP se
modula o regula transfectando establemente la célula con un acido nucleico que codifica un ARN pequefio de
interferencia (ARNip o siRNA, por sus siglas en inglés) que apunta o esta dirigido a los transcriptos (o
transcritos) de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina CHOP, de manera que el acido
nucleico que codifica el siRNA es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 15 0 SEQ ID NO: 16.

[0010] Otro aspecto de la invencion es una célula plasmatica con una tasa de secrecion celular modificada, tal y
como se especifica en la reivindicacion 8, que se obtiene regulando la actividad de CHOP en la célula mediante el
método explicado previamente.

[0011] La divulgacion también proporciona un animal transgénico que contiene una célula plasmatica con una tasa
de secrecion celular modificada que se obtiene regulando la actividad del -al menos un- componente de la ruta UPR
en una célula y cultivando las células.

[0012] También se desvela un acido nucleico aislado que tiene la secuencia que se muestra en SEQ ID NO: 15 o
SEQ ID NO: 16.

Descripcion detallada de la invencién

[0013] Tal y como aparece en el presente texto, el término 'anticuerpos' se usa en un sentido amplio y comprende
las moléculas de anticuerpos o inmunoglobulina, que comprenden los anticuerpos policlonales, los anticuerpos
monoclonales -incluyendo los anticuerpos monoclonales murinos, humanos, humanizados y quiméricos- y los
fragmentos o variantes de anticuerpos. Los anticuerpos son proteinas secretadas que las células plasmaticas
expresan y secretan de forma constitutiva. Los anticuerpos también pueden producirse usando células plasmaticas
inmortalizadas mediante métodos estandares como la generacion de hibridomas o mediante la transfeccion de
genes con cadenas pesadas y/o ligeras de anticuerpos en una célula B (o linfocito B) inmortalizada, como una célula
de mieloma u ofros tipos de células como células de ovario de hamster chino (o células CHO, por sus siglas en
inglés), células vegetales o células de insectos.

[0014] Los fragmentos o variantes de anticuerpos incluyen mimeticuerpos, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’)2,
fragmentos Fc, fragmentos de cadena pesada, fragmentos de cadena ligera y moléculas que contienen una porcion
de al menos una cadena peptidica de anticuerpos. Estas porciones pueden corresponder a las cadenas peptidicas
de la region variable, la region bisagra o la region constante del anticuerpo.

[0015] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'mimeticuerpo’ (‘'mimetibody’, en inglés) hace referencia a
una proteina que tiene la formula genérica (1):

(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pHinge(n)-CH2(n)-CH3(n))(m) N

donde V1 es al menos una parte o porcion de un extremo N-terminal de una region variable de una inmunoglobulina,
Pep es al menos un péptido bioactivo que se une a un epitopo, Flex es un polipéptido que proporciona flexibilidad
estructural permitiendo que el mimetocuerpo tenga orientaciones alternativas y propiedades de enlace, V2 es al
menos una porcion de un extremo C-terminal de una region variable de una inmunoglobulina, pHinge (o pBisagra) es
al menos una porciéon de una region bisagra de una inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcion de una region
constante CH2 de una inmunoglobulina y CH3 es al menos una porciéon de una region constante CH3 de una
inmunoglobulina, de manera que n y m pueden ser un nimero entero entre 1 y 10. Un mimetocuerpo puede imitar
las propiedades y funciones de diferentes tipos de moléculas de inmunoglobulina como IgG1, 1IgG2, IgG3, 1gG4, IgA,
IgM, IgD y IgE dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de la cadena pesada presente
en la construccion o molécula.

[0016] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'anticuerpo monoclonal' (mAb, por sus siglas en inglés)
hace referencia a un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo) que se obtiene de una poblacién de anticuerpos
basicamente homogéneos. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos y, normalmente, se dirigen contra un
Unico determinante antigénico. El término 'monoclonal' sefiala el caracter basicamente homogéneo del anticuerpo y
el hecho de que no sea necesario producir el anticuerpo mediante un método particular. Por ejemplo, los mAbs
murinos pueden obtenerse mediante el método de hibridomas de Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975). Los mAbs
quiméricos que contienen una region variable de la cadena pesada y la cadena ligera, que se obtiene a partir de un
anticuerpo donante (normalmente murina), juto con regiones constantes de la cadena pesada y la cadena ligera, que
se obtienen a partir de un anticuerpo receptor o anticuerpo aceptor (normalmente, otra especie mamifera como la
especie humana), pueden prepararse siguiendo el método que se desvela en la Patente de EE. UU. n° 4,816,567.
Los mAbs humanizados que tienen CDRs provenientes de una inmunoglobulina donante no humana (normalmente
murina), de manera que las restantes partes provenientes de la inmunoglobulina se obtienen de una o mas
inmunoglobulinas humanas y de manera que, opcionalmente, tienen residuos de apoyo del marco para preservar la
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afinidad de enlace (o afinidad de unién), pueden obtenerse mediante las técnicas que se desvelan en Queen et al.,
Proc. Natl Acad Sci (USA), 86:10029-10032, (1989) y Hodgson et al., Bio/Technology, 9: 421, (1991).

[0017] Los mAbs completamente humanos que carecen de cualquier secuencia no humana pueden prepararse a
partir de ratones trasngénicos con inmunoglobulina humana mediante técnicas que se explican, por ejemplo, en
Lonberg et al., Nature, 368: 856-859, (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14: 845-851, (1996) y Mendez et
al., Nature Genetics, 15: 146-156, (1997). Los mAbs humanos también pueden prepararse y optimizarse utilizando
las bibliotecas de expresion de fagos mediante las técnicas que se explican, por ejemplo, en Knappik et al., J. Mol.
Biol., 296: 57-86, (2000) y Krebs et al., J. Immunol. Meth., 254: 67-84, (2001).

[0018] Tal y como se utiliza en el presente texto, la 'tasa o indice de secrecion celular' hace referencia a la tasa -o
ritmo- a la que una célula segrega o secreta una proteina determinada. Esta tasa puede describirse como el cambio
en la cantidad de proteina(s) presente en el medio de cultivo respecto al cambio o transcurso del tiempo, o puede
normalizarse usando el nimero de células y expresarse mediante las unidades 'pg/célula/dia’.

[0019] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'ARN pequefio de interferencia' hace referencia a una
secuencia de acido nucleico que regula la escision o descomposicion (‘cleavage’, en inglés) del transcrito -o
transcripcion- de un gen diana. Los ARNs pequefios de interferencia (ARNips o siRNAs, por sus siglas en inglés)
pueden ser bicatenarios o de horquillado corto. Los siRNAs bicatenarios o de doble cadena pueden estar
compuestos de dos cadenas de ARN individuales, antiparalelas e hibridadas, o cadenas de acido nucleico hibridado,
que contienen tanto ARN como ADN (por ejemplo, 5-TTTTUUUU-3’ hibridado o fijado con 5-TTTTUUUU-3' o 5'-
TTTT-3 hibridado con 5-UUUU-3’). Los siRNAs del tipo de horquillado corto pueden estar compuestos de una sola
cadena de ARN o una sola cadena hibrida de ARN:ADN que puede formar una estructura en tallo-bucle u otra
estructura secundaria eficaz. Las personas versadas en la materia comprenderan que los siRNAs pueden
comprender otras modificaciones como analogos de nucledsidos, modificaciones en el esqueleto o estructura central
y otras modificaciones que permiten que el acido nucleico siRNA modificado regule la escision del transcrito de un
gen diana.

[0020] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'molecula pequefia’ hace referencia a un compuesto con
una masa molecular de menos de 24,000 g/mol que no esta compuesto solamente de residuos de aminoacidos o
residuos de acido nucleico.

[0021] Tal y como se utiliza en el presente texto, el término 'secuencia de control transcripcional' hace referencia a
una secuencia de acido nucleico que es necesaria para la transcripcion de un gen o una secuencia de acido nucleico
que aumenta o disminuye la transcripcion de un gen.

[0022] Tal y como se utiliza en el presente texto y en las reivindicaciones, el término 'componente de la ruta UPR'
hace referencia a cadenas peptidicas o secuencias de acido nucleico, como las secuencias de control
transcripcionales, que regulan la transmisiéon o comunicacion a lo largo de la ruta UPR o activan la UPR.

[0023] La presente divulgacion proporciona métodos que son Utiles para modificar la tasa de secrecion celular de
una proteina por parte de una célula. Un uso ejemplar de los métodos de la divulgacion es el aumento de las tasas
de secrecion en el caso de las proteinas que son utiles por motivos diagnosticos, terapéuticos o de investigacion,
como los anticuerpos.

[0024] Las tasas bajas de secrecion de proteinas en lineas celulares pueden estar provocadas por la acumulacion
de proteinas mal plegadas en el RE de la célula, lo cual ralentiza o detiene el proceso de secrecion mediante la
UPR. Las proteinas sensibles al estrés que estan presentes en la membrana del RE detectan un exceso de
proteinas mal plegadas y desencadenan la UPR. Posteriormente, mediante una compleja cascada de transduccion
de sefiales, la proteina chaperona Bip y los factores de transcripcion XBP-1y CHOP se regulan al alza.

[0025] Las proteinas chaperonas se unen a las proteinas desplegadas y ayudan a que se produzca un plegamiento
correcto. Generalmente, el factor de transcripcion CHOP se considera un regulador negativo del crecimiento, la
diferenciacion y la supervivencia celulares. Se ha observado que la regulacion al alza de CHOP provoca la parada
del ciclo celular, lo cual da a la célula el tiempo necesario para hacer frente a las condiciones desfavorables que
provocan la induccién de la UPR.

[0026] EI factor de transcripcion XBP-1 es necesario para producir células plasmaticas, los linfocitos B diferenciados
que secretan grandes cantidades de inmunoglobulinas. Las células plasmaticas expresan una UPR modificada en la
que se da una regulacion al alza de algunos genes de la UPR antes de la sintesis de inmunoglobulina. Estos
incluyen XBP-1, Bip, Grp94 y p50ATF6 alfa y su regulacion al alza es necesaria para la diferenciacion de las células
plasmaticas y la secrecion adecuada de anticuerpos (Gass, J.N., et al., J. Biol. Chem., 227, 49047-49054 (2002). Por
el contrario, CHOP no se regula al alza durante esta transicion, lo cual indica un tipo distinto de UPR. La regulacion
al alza de estas moléculas puede tener un efecto beneficioso o perjudicial, de manera que puede provocar un
aumento en la tasa de secrecion celular de proteinas o una apoptosis. Ver Kaufman, R.J., Genes Dev. 13, 1211-
1233 (1999) y Cudna, R.E., et al., Biotechnol. Bioeng., 81, 56-65 (2003).
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[0027] En un método de la presente divulgacion, la tasa de secrecion celular de una proteina se modifica modulando
o regulando la actividad de al menos un componente de la ruta UPR en una célula y cultivando la célula. El método
de la divulgacion ayuda a aumentar o disminuir la tasa de secrecion celular de una proteina, como un anticuerpo.

[0028] En una realizacion de la divulgacion, la tasa de secrecion celular de una proteina se aumenta transfectando
establemente la célula con un acido nucleico que codifica un componente de la ruta UPR. Los componentes de la
ruta UPR pueden ser polipéptidos o secuencias de acido nucleico, como una secuencia de control transcripcional,
que regulan la transmision o comunicacion a lo largo de la ruta UPR o activan la UPR. Los ejemplos de
componentes de la ruta UPR incluyen BiP, XBP y CHOP vy variantes que tienen una actividad similar. Otros ejemplos
de componentes de la ruta UPR incluyen IRE1, PERK, ATF4, ATF6, elF2alfa, GRP78, GRP94, calreticulina,
chaperonas y ofras variantes que tienen una actividad similar (ver, por ejemplo, Cudna y Dickson, Biotechnol.
Bioeng., 81, 56-65 (2002)). Un ejemplo de una secuencia de control transcripcional es el elemento de la UPR que
actua en cis (UPRE) y ERSE, que se han identificado en los promotores de diferentes genes de la UPR. Aquellas
personas con unos conocimientos y habilidades estandares en esta materia podran reconocer otros componentes de
la ruta UPR y otras secuencias de control transcripcionales. EI componente de la ruta UPR puede tener una
secuencia de aminoacidos como las que se muestran en SEQ ID NO: 2 (BiP murino), SEQ ID NO: 4 ( XBP-1 murino,
forma empalmada), SEQ ID NO: 6 (XBP-1 murino, forma sin empalmar), SEQ ID NO: 8 (CHOP-10 murino), SEQ ID
NO: 10 (BiP humano), SEQ ID NO: 12 (XBP-1 humano) o SEQ ID NO: 14 (CHOP-10 humano). El &cido nucleico del
componente de la ruta UPR puede tener una secuencia como las que se muestran en SEQ ID NO: 1 (ARNm de BiP
murino), SEQ ID NO: 3 (XBP-1 murino, ARNm en su forma empalmada), SEQ ID NO: 5 (XBP-1 murino, forma sin
empalmar, ARNm), SEQ ID NO: 7 (ARNm de CHOP-10 murino), SEQ ID NO: 9 (ARNm de BiP humano), SEQ ID
NO: 11 (ARNm de XBP-1 humano), SEQ ID NO: 13 (ARNm de CHOP-10 humano).

[0029] Las variantes de estas secuencias que tengan una actividad similar a la molécula parental también son utiles
en los métodos de la divulgacion. Por ejemplo, las moléculas variantes que tienen al menos un 80% de igualdad o
identidad con la molécula parental deberian tener una actividad similar. El porcentaje de igualdad o identidad entre
dos secuencias de proteinas puede determinarse usando el algoritmo BLASTP con el filtrado apagado y todos los
demas ajustes por defecto inalterados. Las diferentes isoformas de un polipéptido, las versiones dominantes
negativas de un polipéptido o las formas modificadas covalentemente de un polipéptido son algunos ejemplos de
variantes de una molécula parental.

[0030] La expresion génica de un componente de la ruta UPR, como BiP o CHOP, puede disminuirse mediante una
célula con moléculas de ARN pequefio de interferencia (siRNA) o moléculas antisentido.

[0031] De acuerdo con la presente divulgacion, la tasa de secrecion celular de una proteina puede aumentarse
modulando el componente de la ruta UPR mediante la administracion de una molécula pequefia. Una molécula
ejemplar es la tapsigargina, un agente de induccién de la UPR (Litton, J., J. Biol. Chem., 26, 17067-17071 (1991)).
Otros ejemplos de estas moléculas pequefias incluyen la tunicamicina y los lipopolisacaridos.

[0032] Ademas, la tasa de secrecion celular de una proteina puede aumentarse poniendo las células en una fase de
crecimiento estatico. Las células pueden ponerse en una fase de crecimiento estatico limitando la disponibilidad de
nutrientes, permitiendo que se acumulen los desechos celulares y modificando el pH del medio de cultivo celular.
Aquellas personas versadas en la materia también conoceran otros métodos para poner las células en una fase de
crecimiento estatico.

[0033] En los métodos de la invencion, las células ejemplares son células plasmaticas, es decir, células B
diferenciadas que secretan anticuerpos. Las células plasmaticas pueden aislarse de fuentes murinas o humanas u
otras fuentes animales. Normalmente, las células plasmaticas se han inmortalizado mediante técnicas estandares
como la infeccion virica, por ejemplo con virus de Epstein-Barr, u otros métodos como la mutagénesis radioldgica o
quimica. Las células plasmaticas inmortalizadas también pueden ser cancerosas y pueden obtenerse inyectando
aceite mineral u otro compuesto en la cavidad peritoneal de un animal.

[0034] En una realizacién de la invencion, los acompafiantes de fusion inmortalizados son lo que en este campo se
conoce como 'células de mieloma'. Normalmente, los mielomas se forman de la fusion de células esplénicas con un
acompafante de fusién inmortalizado que se ha obtenido de un organismo que padece mieloma multiple, un cancer
de la médula 6sea. El organismo puede ser un pajaro, pez, reptil, mamifero u otro animal (Animalia). Los ejemplos
de lineas celulares de mieloma incluyen las lineas celulares SP2/0 ('American Type Culture Collection' (ATCC),
Manassas, Virginia, Estados Unidos, CRL-1581), NSO ('European Collection of Cell Cultures' -Coleccion europea de
cultivos celulares-, (ECACC), Salisbury, Wiltshire, Reino Unido, ECACC N° 85110503), FO (ATCC CRL-1646), y
Ag653 (ATCC CRL-1580), obtenidas a partir de ratones. Un ejemplo de linea celular de mieloma obtenida de
humanos es la linea celular U266 (ATTC CRL-TIB-196). Aquellas personas versadas en la materia conoceran otras
lineas celulares de mieloma.

[0035] En una realizacién de la invencion, las células de mieloma se transfectan establemente con una molécula de

ADN. Las células de mieloma transfectadas establemente pueden obtenerse mediante métodos de transfeccion,
cribado y seleccion que resultan muy conocidos para aquellas personas con unas habilidades y conocimientos
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estandares en este campo. Las secuencias de ADN que se usan para transfectar establemente las células pueden
integrarse aleatoriamente en el ADN de una célula de mieloma o pueden integrarse en un sitio especifico. Estas
secuencias de ADN pueden codificar componentes de la ruta UPR. Ademas, las secuencias de acido nucleico
transfectadas establemente pueden desactivar o eliminar insercionalmente un componente de la UPR, como un gen
de la UPR o una secuencia de control transcripcional.

[0036] De acuerdo con la invencion, la tasa de secrecion celular de una proteina se aumenta transfectando
establemente la célula con una secuencia de acido nucleico que codifica un siRNA que apunta o esta dirigido a los
transcriptos (o transcritos) de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina CHOP. Las proteinas
CHOP ejemplares son aquellas que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en SEQ ID NO: 8 or
SEQ ID NO:14. La transfeccion estable con una secuencia de acido nucleico que codifica un siRNA que apunta o
esta dirigido a los transcriptos de secuencias de acido nucleico que codifican una CHOP-10 murina es util para los
métodos de la invencion. El siRNA ejemplar especifico para transcriptos génicos de CHOP-10 murina, tal y como se
usa en los métodos de la invencién, comprende las secuencias de nucleétidos que se muestran en SEQ ID NO: 150
SEQ ID NO: 16. Aquellas personas versadas en la materia conoceran otros acidos nucleicos que codifican siRNAs
que apuntan a transcritos de genes de la UPR.

[0037] Otras células que son utiles para los métodos de la invencion incluyen la células de ovario de hamster chino
(o células CHO), las células de insectos y las células vegetales.

[0038] De acuerdo con la presente divulgacion, pueden obtenerse animales transgénicos que expresan proteinas de
la UPR de forma inductiva o constitutiva a niveles elevados con respecto a animales no transgénicos. Las técnicas
para obtener animales transgénicos son bien conocidas en este campo.

[0039] En los métodos de la invencion, se cultivan las células. Las células pueden cultivarse en suspension o en
cultivos adherentes. Las células pueden cultivarse en diversos recipientes, incluyendo -por ejemplo- biorreactores,
bolsas de células, placas de cultivo, frascos u otros recipientes que resultan muy conocidos para aquellas personas
con conocimientos y habilidades estandares en este campo. Las células pueden cultivarse en cualquier medio
adecuado, incluyendo las formulaciones de medios quimicamente definidos. Las condiciones ambientales que son
adecuadas para el cultivo celular, como la temperatura y la composicion atmosférica, también resultan muy
conocidas para las personas versadas en la materia. Los métodos para el cultivo de células también resultan muy
conocidos para las personas versadas en la materia.

[0040] La presente invencion también proporciona células plasmaticas con tasas modificadas de secrecion celular
que se obtienen gracias a los métodos de la invencion. Las células plasmaticas se obtienen modulando la actividad
de CHOP en la célula con un acido nucleico transfectado establemente que codifica un ARN pequefio de
interferencia que apunta o esta dirigido a transcritos de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
CHOP, de manera que el acido nucleico que codifica el siRNA es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 15
o SEQ ID NO:16. La célula plasmatica que se proporciona puede ser, por ejemplo, una célula derivada de SP2/0,
como una célula C2-8 o C2-18. Estas células plasmaticas pueden secretar un anticuerpo u otro polipéptido que se
vayan a purificar.

[0041] La presente invencidon se describe a continuacion mediante los siguientes Ejemplos especificos y no
limitativos.

Ejemplo 1

Niveles de transcritos génicos de la UPR en lineas celulares con una secrecién alta

[0042] Se analizaron lineas celulares que secretaban mAbs en grandes cantidades para estudiar los niveles de
transcritos génicos de la UPR en comparacion con las lineas celulares que secretaban mAbs idénticos en
cantidades pequefas. Las lineas celulares examinadas incluian las lineas con una secrecién elevada C505B,
C505C y C505D. Las lineas celulares con una secrecion baja que se analizaron fueron la linea C505A y SP2/0, la
linea celular de mieloma parental de C505A, B, C y D. Todas estas lineas se transfectaron con ADN que codifica las
cadenas pesadas y ligeras de un mAb de IgG1 humana que especifico para av-integrina. Las lineas celulares
C505B, C505C y C505D se identificaron mediante subclonaje secuencial, cribado y seleccion de las tasas elevadas
de secrecion de mAb.

[0043] Las tasas de secrecion de anticuerpos se determinaron midiendo la cantidad de mAb secretada en un
periodo de 24 h en el medio de cultivo celular y contando el nimero de células viables para obtener una tasa de
secrecion celular en unidades de 'pg/células viables/dia'. La linea C505a segrega o secreta anticuerpos en tasas
bajas de 5-7 pg/célula viable/dia, equivalentes a una concentracion de alrededor de 5-10 ug/mL/7 dias. La linea
C505B produce anticuerpos a un ritmo de alrededor de 15 pg/célula viable/dia, C505C produce a un ritmo de
alrededor de 13 pg/célula viable/dia y C505D produce a un ritmo de alrededor de 15 pg/célula viable/dia.

[0044] Todas las lineas celulares que secretan mAb y la linea celular de mieloma parental se cultivaron en
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suspension a 37° C en un medio IMDM que contenia un 5% de FBS, 2 mM de glutamina y 2mM de piruvato en una
atmésfera de un 5% de CO2. Un medio seleccionado de 1X MHX que contenia 0,5 mg/L de acido micofendlico, 2,5
mg/L de hipoxantina y 50 mg/L de xantina también estaba presente en el medio.

[0045] Las diferencias en los niveles de transcritos génicos de la UPR entre las lineas celulares con una expresion
alta y las lineas celulares con una expresion baja se analizaron mediante una PCR cuantitativa (Q-PCR, por sus
siglas en inglés). Las células se cultivaron en la fase de crecimiento exponencial y el ARN total se aislo de 5x108
células usando el sistema RNEasy™ (Qiagen Inc., Valencia, California, Estados Unidos). Se realiz6 una Q-PCR
usando una reaccion estandar de dos pasos. El paso de sintesis de ADNc se realizé usando 'Superscript™ |l
reverse transcriptase' (Transcriptasa inversa SuperScript™) (Invitrogen Inc., Carlsbad, California, Estados Unidos) y
usando cebadores -0 'primers'- hexameros aleatorios siguiendo las condiciones reactivas especificadas por el
fabricante. Después, se realiz6 una Q-PCR Tagman™ (Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos)
usando las herramientas ABI PRISM™ 7000HT o 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, California, Estados
Unidos) segun las especificaciones del fabricante. Se usaron 5000 pg de ARN en cada reaccion de Q-PCR. Los
cebadores especificos para BiP, CHOP y XBP y las combinaciones de sonda utilizadas para la Q-PCR se disefiaron
usando el software Primer Express™ (Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos). Los niveles de
ADNCc se regularon o normalizaron respecto a los niveles de transcripcion del gen constitutivo (o gen 'housekeeping')
de Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y, posteriormente, se normalizaron al valor de transcripcion de
ADNCc/GAPDH para la linea celular parental apropiada. La recogida de datos y la cuantificacion de transcripcion en la
fase exponencial temprana de la PCR se realizaron utilizando las herramientas ABI PRISM™ 7000HT o 7900HT y el
software correspondiente.

[0046] Los resultados se muestran en la Figura 1 y demuestran que los niveles de transcritos génicos de la UPR de

BiP y XBP-1 fueron alrededor de 3-4 veces mas elevados en las lineas celulares con una secrecion alta que en las
células con una secrecion baja. Las diferencias en los niveles de CHOP fueron menos acusadas.

Ejemplo 2

Niveles de transcritos génicos de la UPR y tasas de secrecion de anticuerpos en células en fase de
crecimiento estatico

[0047] Se analizaron las células en fase de crecimiento estatico para estudiar los niveles de transcritos génicos de la
UPRy las tasas de secrecion de mAb en relacion con la fase de crecimiento exponencial. La linea celular C168J es
un transfectoma proveniente de la linea celular de mieloma parental SP2/0 y secreta mAb de IgG1 a un ritmo de 25-
30 pg/célula/dia. El caso de C505A es el que se ha descrito previamente en el Ejemplo 1.

[0048] Las tasas de secrecion de mAb de IgG1 de las lineas celulares C505A, C168J y SP2/0 se analizaron
sembrando 5x108 células en matraces de T-75 o T-150 y cultivandolas como se describe en el Ejemplo 1. Después
de 3 dias, las células se encontraban en la fase de crecimiento exponencial y, después de 6 dias, las células
estaban en la fase de crecimiento estatico. El numero total de células y el nimero de células viables se determind
para las células en ambas fases de crecimiento. Los medios de cultivo de las células en ambas fases de crecimiento
se examinaron para analizar la IgG humana mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
estandar. Se realizé una Q-PCR especifica para BiP, CHOP y XBP-1 con las células en fase de crecimiento estatico
y exponencial como se ha descrito previamente en el Ejemplo 1.

[0049] Los resultados que se muestran en la Tabla 1 demuestran que las lineas C505A y C168j aumentaron las
tasas de secrecion de mAb de IgG1 (Tabla 1).

Tabla 1: Tasa de IgG1 secretada (pg/célula/dia)

Linea celular

Fase exponencial

Fase estatica

C505A 3,90 5,40
C168j 10,40 13,90
SP2/0 0 0

Asimismo, los resultados que se muestran en la Figura 2 demuestran unos mayores niveles de transcritos génicos
de la UPR en C505A, C168j y Sp2/0 en la fase de crecimiento estatico en relacion con la fase de crecimiento

exponencial.

Ejemplo 3
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Niveles de transcritos génicos de la UPR en lineas celulares de mieloma parentales

[0050] Se examinaron los niveles de transcritos génicos de la UPR en las lineas celulares de mieloma parentales
SP2/0, NSO, FO y Ag653 para determinar si las lineas celulares con una secrecion mas alta contenian unos niveles
mas altos de genes de la UPR. Se cultivaron células de SP2/0, NSO, FO y Ag653 en la fase de crecimiento
exponencial y el ARN total se aislo de 5x108 células como se ha descrito previamente en el Ejemplo 1. También se
realizaron analisis y Q-PCR como se ha descrito en el Ejemplo 1. Los resultados que se muestran en la Figura 3
muestran unos niveles comparables de transcripcion de BiP y CHOP en todas las células examinadas. Sin embargo,
los niveles de transcripcion de XBP-1 eran elevados en las células de FO y NSO en relacion con los demas tipos de
células examinados.

Ejemplo 4

Niveles de transcritos génicos de la UPR en lineas celulares con una secrecion alta y lineas celulares de
mieloma parentales

[0051] Se analizaron las lineas celulares que secretan mAbs en tasas elevadas para estudiar los niveles de
transcritos génicos de la UPR en comparacion con sus lineas celulares parentales. Las lineas celulares que se
indican en las Figuras 4-6 se cultivaron para la fase de crecimiento exponencial y el ARN total se aislé de 5x108
células como se ha descrito previamente en el Ejemplo 1. También se realizaron analisis y Q-PCR como se ha
descrito en el Ejemplo 1.

[0052] Los resultados que se muestran en las Figuras 4-6 demuestran que las lineas celulares que secretan mAbs
en tasas mas elevadas tienen unos niveles mas elevados de transcritos génicos de la UPR en relacién con sus
lineas parentales de células de mieloma SP2/0, FO y Ag653. Estos resultados sugieren que el aumento en la
expresion génica de la UPR esta relacionado con el aumento en las tasas de secrecion de anticuerpos
independientemente de la identidad de la linea celular de mieloma parental que se haya utilizado para producir las
células con una secrecion alta.

Ejemplo 5

Expresion de proteinas de la UPR tras la inducciéon de la UPR

[0053] La expresion de proteinas de la UPR en células con una secrecién alta en comparacion con células con una
secrecion baja y lineas celulares de mieloma parentales se analizo tras la induccion de la UPR por medio del agente
farmacologico tpsigargina. La tapsigargina es un inhibidor de la ATPasa que bloquea el bombeo de ATPasa de Ca2+
del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) y provoca la disminucién de calcio en el canal del RE.

[0054] Las células se trataron con 100 nM de tapsigargina y se prepararon "Western blots' especificos para XBP-1'y
CHOP. Se provocéd la lisis de las células en momentos especificos en un buffer o tampdédn de lisis de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) (1X PBS, 1% de N-P40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 0,1% de dodecilsulfato de
sodio, 1 mM de PMSF e inhibidores de proteasa de Roche (Catalog N° 1836153)) y las concentraciones de proteinas
en los lisados clarificados se cuantificaron usando un ensayo proteico estandar con acido bicinconinico (BCA, pos
sus siglas en inglés)(Sigma Catalog. N° B9643). Para los Western blots, se usaron 20 ug de cada lisado con un gel
SDS-PAGE estandar, se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, pos sus siglas en inglés) y
se examinaron con anticuerpos especificos para XBP-1 o CHOP (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
California, Estados Unidos).

[0055] Los resultados (no se muestran) indicaron que las proteinas de UPR en células con una secrecion alta se
expresan en niveles elevados en comparacion con las células con una secrecion baja y las lineas celulares de
mieloma parentales. El Western blot especifico para XBP-1 indicé que la expresion de la proteina XBP-1 se induce
ampliamente en las células C168j con una secrecion alta y tratadas con tapsigargina. Esta induccion de la expresion
de XBP-1 es mas marcada 7 horas después de la induccién farmacoldgica de la UPR, y es visible tan solo 2 horas
después del tratamiento. El Western blot especifico para CHOP indicé que la expresion de la proteina CHOP se
induce ampliamente en las células C168j con una secrecion alta y tratadas con tapsigargina. La CHOP aparece
primero tras 2 horas, alcanza su grado maximo de expresion a las 4-7 horas y disminuye en gran medida tras 22
horas.

Ejemplo 6

Niveles crecientes en la expresiéon de proteinas de la UPR

[0056] Las células se transfectaron temporalmente con vectores de expresion de BiP y XBP-1 con el objetivo de
aumentar los niveles de expresion celular de estas proteinas de la UPR. Se cultivaron células HEK293T/17 (ATCC
CRL-11268) en cultivos adherentes a 37° C en una atmosfera con un 5% de CO; y se cultivaron en un medio IMDM
('Iscove’s Modified Dulbecco’s Minimal Essential Medium') que contenia un 5% de FBS, 2mM de glutamina y 2 mM
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de piruvato. Utilizando métodos estandares, los ADNcs que codifican la isoforma 1 de XBP-1 (Registro NCBI
AF027963), la isoforma 2 de XBP-1 (Registro NCBI AF443192) o BiP se subclonaron en un vector util para
experimentos de transfeccion temporal. El vector expresa la proteina zsGreen1 bajo el control de un promotor CMV
y tiene un sitio de clonado multiple para introducir una regién de codificacion adicional bajo el control de un promotor
CMV. Se us6 un gen resistente a la kanamicina para la seleccion bacteriana. Después, las células HEK293T/17 se
dejaron sin transfectar o se transfectaron temporalmente sélo con el vector vacio, con el vector de expresion de la
isoforma 1 de XBP-1, con el vector de expresion de la isoforma 2 de XBP-1 o con el vector de expresién de BiP. Las
transfecciones se realizaron usando el reactivo Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Inc., Carlsbad, California, Estados
Unidos) y siguiendo las indicaciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se provoco la lisis de las
células en un tampédn de lisis RIPA y se colocaron los mismos equivalentes celulares de lisados clarificados en los
geles SDS-PAGE. Después se prepararon los Western blots y se examinaron como se ha descrito previamente en el
Ejemplo 5. Los 'blots’ o transferencias se dividieron en tiras y se volvieron a analizar con un anticuerpo especifico
para la actina para confirmar que habia la misma carga de proteinas en cada una.

[0057] Los resultados (no se muestran) demostraron que los niveles de expresion de la isoforma 1 de XBP-1 (calle o
carril denominado 'XBP-1") y la isoforma 2 de XBP-1 (carril denominado "X54') aumentaron en las células que se
transfectaron temporalmente con vectores de expresién que codificaban estas isoformas de XBP-1. Asimismo, los
datos (no se muestran) indicaron que los niveles de expresion de BiP aumentaron en las células que se
transfectaron temporalmente con vectores de expresion que codificaban la BiP, y no se detectd ninguna expresion
de BiP en las células que se dejaron sin transfectar o que se transfectaron sélo con el vector vacio.

Ejemplo 7

Efectos de los niveles de transcritos génicos de la UPR sobre las tasas de secrecién de anticuerpos

[0058] Se analizé el efecto de los niveles de transcritos génicos de la UPR sobre las tasas de secrecion de
anticuerpos. Se disefiaron moléculas de siRNA de cadena doble que apuntaban o estaban dirigidas a transcritos
génicos de BiP, CHOP y XBP-1 usando el 'siRNA Target Finder Tool'
(www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) de Ambion alojado en Internet y se sintetizaron usando el
'Silencer™ siRNA Construction Kit' (Ambion Inc., Woodward, Texas, Estados Unidos, n° de Catalogo 11620). Se
disefiaron dos siRNAs para cada transcrito diana. 3x108 células C168J cultivadas en condiciones estandares se
transfectaron mediante electroporacion con 3 ug de cada siRNA de cadena doble, tal y como se indica en la Figura
10. Las células electroporadas se suspendieron en 2 ml de medio IMDM tal y como se ha descrito previamente en el
Ejemplo 1 y después se cultivaron en placas T-12. Las concentraciones de células viables se determinaron 8 dias
después. Las concentraciones de mAb de IgG1 también se determinaron 8 dias después utilizando técnicas
estandares de nefelometria.

[0059] Los resultados de la Figura 7 muestran que las tasas de secrecion de anticuerpos pueden regularse o
modularse modificando los niveles de transcritos génicos de la UPR en las tasas de secrecion de anticuerpos. La
transfeccion de células C168J -con una secrecion alta- con ARNs pequefios de interferencia (siRNAs) que pueden
prevenir la expresion de las isoformas BiP, CHOP y XBP-1 de los genes de la UPR a partir de transcritos de ARN
redujo las tasas de secrecion de IgG1 por parte de las células C168J.

Ejemplo 8

Aumentar las tasas de secrecion de anticuerpos aumentando los niveles de expresion y transcripcién génica
de la UPR

[0060] La sobreexpresion de proteinas de la UPR puede aumentar las tasas de secrecion de proteinas como mAbs
por parte de las células. Las lineas celulares que secretan proteinas, como las lineas celulares que secretan mAbs,
se transfectan con construcciones de vectores de expresion que codifican BiP, CHOP, XBP-1 y otras proteinas
asociadas con la UPR para conseguir la sobreexpresion de estas proteinas. Las células se transfectan con estas
construcciones de vectores de expresion tanto de forma individual como de forma combinada. Las tasas de
secrecion de proteinas apropiadas, como las tasas de secrecion de anticuerpos, se determinan 2, 4 y 6 dias
después de la transfeccion utilizando técnicas estandares. Las tasas de secrecién de proteinas en células
transfectadas se comparan con las tasas de secrecion de células de control no transfectadas. Se espera que las
tasas de secrecion de proteinas sean mas elevadas en las células que sobreexpresan una o mas proteinas de la
UPR. En caso de que la sobreexpresion constitutiva de BiP o XBP-1 acabe provocando la apoptosis de estas
células, estos genes pueden colocarse 'aguas abajo' de un promotor inducible y activarse sélo cuando sea
necesario.

Ejemplo 9

Aumentar las tasas de secreciéon de anticuerpos en células de mieloma transfectadas establemente con una
CHOP-10 que codifica siRNA
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[0061] La transfeccion estable de células de mieloma C465A con construcciones de ADN que producian siRNAs
especificos para CHOP-10 aumento las tasas de secrecion (Figura 8). Se disefiaron dos moléculas diferentes de
siRNA dirigidas a transcritos génicos de CHOP-10 wusando el 'siRNA Target Finder Tool'
(www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) de Ambion alojado en Internet. Las moléculas se siRNA que se
disefiaron eran de horquillado corto. Los acidos nucleicos que codificaban estos siRNAs (SEQ ID NO: 15y SEQ ID
NO: 16) se sintetizaron y clonaron en los sitios BamHI y Hindlll del vector pSILENCER4.1-neo (Ambion Inc.,
Woodward, Texas, Estados Unidos) utilizando métodos estandares. La clonacion de la secuencia de nucledtidos que
se muestra en SEQ ID NO: 15 en el pSILENCER4.1-neo produjo pCHOP1, mientras que la clonacion de las
secuencias que se muestran en SEQ ID NO: 16 en este vector produjo pPCHOP2. Después, los ADNs plasmidicos de
pCHOP1, pCHOP2 y pSILENCER4.1-neo se transfectaron de forma separada en células de mieloma C465A
mediante electroporacién. Después, las células de mieloma transfectadas establemente que contenian estos
vectores se seleccionaron en un medio de SFM8 que contenia un 10% de FBS y 300 pg/ml de G418 por cultivo a
37° C en una atmadsfera con un 5% de CO». Este medio de seleccién también contenia un medio de seleccién de 1X
MHX que contenia 0,5 mg/L de acido micofendlico, 2,5 mg/L de hipoxantina y 50 mg/L de xantina para mantener una
expresion estable de anticuerpos por parte de las células C465A.

[0062] Cada linea celular que se muestra en la Figura 8 se cultivd en suspension durante seis dias en un medio de
SFM8 que contenia un 10% de FBS, 1X MHX y 300 pg/ml de G418. La densidad de las células viables y los titulos -
0 concentraciones- de los anticuerpos se determinaron a diario durante este periodo de seis dias. La densidad de las
células viables se analizé mediante ensayos estandares de exclusion de tinte y el titulo de los anticuerpos en el
medio de cultivo se analizé mediante técnicas estandares de nefelometria. La linea de celulas de mieloma C465A se
deriva de la linea de células mieloma SP2/0 y expresa de forma estable un mAb murino especifico para TNF-alfa
humano del isotipo IgG1 kappa. La linea de celulas de mieloma C2-8 es una linea celular derivada de C465A
transfectada establemente con pCHOP1. La linea de celulas de mieloma C2-18 es una linea celular derivada de
C465A transfectada establemente con pCHOP2. Las lineas celulares V11 y V12 son lineas celulares derivadas de
C465A transfectadas establemente con pSILENCER4.1-neo solo; las dos lineas se obtuvieron de forma
independiente.

[0063] Los datos obtenidos indicaron que los siRNAs especificos de CHOP-10 codificados por pCHOP1 y pCHOP2
aumentaron la productividad especifica de anticuerpos en comparacion con las lineas celulares de control C465A,
V11 y V12 (Figura 8).

[0064] Una vez que la presente invencion se ha descrito por completo, para aquellas personas con unas habilidades
y conocimientos estandares en este campo resultara evidente que pueden realizarse muchos cambios y
modificaciones sin apartarse por ello del alcance de las reivindicaciones anexas.

<110> Centocor Ortho Biotech Inc.

<120> Métodos para modificar las tasas de produccién de proteinas

<130> P056080EP

<140>
<141>

<150> EP 05742266.9
<151> 2005-03-31

<150> PCT/US2005/010605
<151> 2005-03-31

<150> 60/558,239
<151> 2004-03-31

<160> 16

<170> PatentIn versioén 3.3
<210>1

<211> 1965

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
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atgatgaagt
gaggadggaca
tcctgegteg
cgcatcacgc
gccaagaacc
ggacgcactt
gttgaaaaga
tttgccccag
tatttgggaa
cagcgacaag
aatgagccta
atccttgtgt
ggtgtctttg
cagcgggtca
aaagacaaca
tcttectcage
gagaccctta
aagcctgtcece
gttctggttyg
aatggcaagg
gtccaggctyg
tgtccecctta
aacactgtgg
actgtaacaa
ggtacatttyg
acttttgaga
aacaaaaaca
aggatggtta
gacaccagga
gaaaagctgyg
gaaaagattg

aagaaggaac
cctcccceccaa

<210> 2
<211> 655
<212> PRT

tcactgtggt
agaaggagga
gtgtgttcaa
cgtcgtatgt
aactcacgtc
ggaatgaccc
aaactaaacc
aagaaatttc
agaaggttac
caaccaaaga
cagcagctgce
ttgacctggg
aagtggtggc
tggaacactt
gagctgtgca
atcaagcaag
ctcgggccaa
aggaagtgtt
gtggatctac
agccatcccg
gtgtcctctce
cacttggtat
tacccaccaa
tcaaggtcta
atctgactgg
tagatgttaa
aaatcacaat
atgatgctga
atgaattgga
gaggtaaact
aatggctgga

tagaagaaat
ctggtgaaga

<213> Mus musculus

<400> 2

ES 2673 518 T3

ggcggcggcg
tgtgggcacg
gaacggccgc
ggccttcact
caaccccgag
ttcggtgcag
gtacattcaa
tgccatggtt
ccatgcagtt
tgctggcact
tattgcatat
tggcggcacc
cactaatgga
catcaagttg
gaaactccgg
gattgaaatt
atttgaagag
ggaagactct
tcgaattcca
tggcataaac
tggtgatcag
tgaaactgtg
gaagtctcag
tgaaggtgaa
aattcctcct
tggtattatc
taccaatgac
gaagtttgct
aagctatgct
ttcttctgag
aagccaccag

tgttcagcca
ggatacatca

ttgctgctgce
gtggtcggca
gtggagatca
cctgaagggg
aacacggtct
caggacatca
gttgatattg
ctcactaaaa
gttactgtac
attgctggac
ggcctggata
ttcgatgtgt
gatactcacc
tacaaaaaga
cgtgaggtag
gagtccttct
ctgaacatgg
gatctgaaga
aagattcagce
cccgatgagg
gatacaggtg
ggaggagtca
atcttctcca
cgacccctaa
gctecececegtyg
cgagtgacag
caaaaccgcc
gaggaagaca
tattctctca
gataaagaaa
gatgcggaca

attatcagca
gaaaaagatg

11

tgggcgcggt
tcgacttggg
tagccaacga
agcgtctgat
tcgatgccaa
agttcttgcc
gaggtgggca
tgaaggagac
cagcttactt
tgaatgtcat
agagagaggg
ctcttctcac
tgggtgggga
aaactggtaa
aaaaggctaa
tcgaaggaga
acctgttccg
aatctgatat
aactggtgaa
ctgtagccta
atctggtact
tgacaaaact
cggcttecga
caaaagacaa
gagttcccca
ctgaagacaa
tgacacctga
aaaagctcaa
agaaccagat
ccatggaaaa
ttgaagactt

aactctatgg
agttg

gcgggccgag
gaccacctat
tcagggcaac
tggcgatgcg
gcgcctcatc
attcaaggtg
aaccaagaca
tgctgaggcg
caatgatgcc
gaggatcatc
agagaagaac
cattgacaat
agactttgat
agatgttagg
gagagccttg
agacttctca
ctctaccatg
tgatgaaatt
agagttcttc
tggtgccgct
gcttgatgtt
gattccaagg
taatcagcca
tcatcttctg
gattgaagtc
aggtacagga
agaaattgaa
agagcgcatt
tggagataaa
agctgtagag
taaagccaaa

aagtggaggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
%960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
1965



Ser
65

Ala
Lys
Ile
Ile
Glu
145
Tyr

Phe

Ala
Asp
225
Gly
Glu
Lys
Leu
Gln
305
Glu
Arg
Lys

Ile

Pro

Met
Arg
Ile
Arg
50

Tyr
Lys
Arg
Lys
Gln
130
Ile
Leu
Asn
Leu
Tyr
210
Leu
Val
Asp
Lys
Arg
290
Ala
Thr
Ser
Lys
Pro

370
Ser

Lys
Ala
Asp
35

Val
Val
Asn
Leu
Phe
115
Val
Ser
Gly
Asp
Asn
195
Gly
Gly
Phe
Phe
Thr
275
Arg
Leu
Thr
Ser
355

Lys

Arg

Phe
Glu
20

Leu
Glu
Ala
Gln
Ile
100
Leu
Asp
Ala
Lys
Ala
180
Val
Leu
Gly
Glu
Asp
260
Gly
Glu
Ile
Thr
Met
340
Asp

Ile

Gly

Ile
Phe
Leu
85

Gly
Pro
Ile
Met
Lys
165
Gln
Met
Asp
Gly
Val
245
Gln
Lys
Val
Glu
Arg
325
Lys
Ile

Gln

Ile

Val
Glu
Thr
Ile
Thr
70

Thr
Arg
Phe
Gly
Val
150
Val
Arg
Arg
Lys
Thr
230
Val
Arg
Asp
Glu
Ile
310
Ala
Pro
Asp

Gln

Asn

ES 2673 518 T3

Val
Asp
Thr
Ala
55

Pro
Ser
Thr
Lys
Gly
135
Leu
Thr
Gln
Ile
Arg
215
Phe
Ala
Val
Val
Lys
295
Glu
Lys
Val
Glu
Leu

375
Pro

Ala
Lys
Tyr
40

Asn
Glu
Asn
Trp
Val
120
Gly
Thr
His
Ala
Ile
200
Glu
Asp
Thr
Met
Arg
280
Ala
Ser
Phe
Gln
Ile
300

Val

Asp

Ala
Lys
25

Ser

Asp

Pro
Asn
105
Val
Gln
Lys
Ala
Thr
185
Asn
Gly
Val
Asn
Glu
265
Lys
Lys
Phe
Glu
Glu
345
Val

Lys

Glu

12

Ala
10

Glu
Cys
Gln
Glu
Glu
90

Asp
Glu
Thr
Met
Val
170
Lys
Glu
Glu
Ser
Gly
250
Hisg

Asp

Phe
Glu
330
Val
Leu

Glu

Ala

Leu
Asp
Val
Gly
Arg
75

Asn
Pro
Lys
Lys
Lys
155
Val
Asp
Pro
Lys
Leu
235
Asp
Phe
Asn
Ala
Glu
315
Leu
Leu
Val

Phe

Val

Leu

Val

Asn
60

Leu
Thr
Ser
Lys
Thr
140
Glu
Thr
Ala
Thr
Asn
220
Leu
Thr
Ile
Arg
Leu
300
Gly
Asn
Glu
Gly
Phe

380
Ala

Leu
Gly
Val
45

Arg
Ile
Val
Val
Thr
125
Phe

Thr

Val

Ala
205
Ile
Thr
His
Lys
Ala
285
Ser
Glu
Met
Asp
Gly
365

Asn

Tyr

Leu
Thr
30

Phe

Ile

Phe
Gln
110
Lys
Ala
Ala
Pro
Thr
190
Ala
Leu
Ile
Leu
Leu
270
Val
Ser
Asp
Asp
Ser

350
Ser

Gly

Gly
15

Val
Lys
Thr
Asp
Asp
95

Gln
Pro
Pro
Glu
Ala
175
Ile
Ala
Val
Asp
Gly
255
Tyr
Gln
Gln
Phe
Leu
335
Asp
Thr

Lys

Ala

Ala
Val
Asn
Pro
Ala
80

Ala
Asp
Tyr
Glu
Ala
160
Tyr
Ala
Ile
Phe
Asn
240
Gly
Lys
Lys
His
Ser
320
Phe
Leu
Arg

Glu

Ala



10

15

20

385
Val

Leu
Val
Ser
Lys
465
Gly
Gln
Thr
Asn
Asp
545
Asp
Ile
Glu
His
Glu

625
Pro

Gln
Leu
Met
Gln
450
Val
Thr
Ile
Ala
Asp
530
Ala
Thr
Gly
Thr
Gln
010
Glu

Pro

<210>3
<211> 1113
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 3

Ala
Asp
Thr
435
Ile
Tyr
Phe
Glu
Glu
515
Gln

Glu

Asp
Met
595
Asp
Ile

Pro

Gly
Val
420
Lys
Phe
Glu
Asp
Val
500
Asp
Asn
Lys
Asn
Lys
580
Glu
Ala

Val

Thr

Val
405
Cys

Leu

Ser

Leu
485
Thr
Lys
Arg
Phe
Glu
565
Glu
Lys
Asp

Gln

Gly
645

390
Leu

Pro
Ile
Thr
Glu
470
Thr
Phe
Gly
Leu
Ala
550
Leu
Lys
Ala
Ile
Pro

630
Glu

ES 2673 518 T3

Ser
Leu
Pro
Ala
455
Arg
Gly
Glu
Thr
Thr
535
Glu
Glu
Leu
Val
Glu
0lb

Ile

Glu

Gly
Thr
Arg
440
Ser
Pro
Ile
Ile
Gly
520
Pro

Glu

Ser

Glu
000
Asp
Ile

Asp

Asp
Leu
425
Asn
Asp
Leu
Pro
Asp
505
Asn
Glu
Asp
Tyr
Gly
585
Glu
Phe

Ser

Thr

13

Gln
410
Gly
Thr
Asn
Thr
Pro
490
Val
Lys
Glu
Lys
Ala
570
Lys
Lys
Lys

Lys

Ser
650

395
Asp

Ile
Val
Gln
Lys
475
Ala
Asn
Asn
Ile
Lys
555
Tyr
Leu
Ile
Ala
Leu

635
Glu

Thr
Glu
Val
Pro
400

Asp

Pro

Lys
Glu
540
Leu
Ser
Ser
Glu
Lys
620
Tyr

Lys

Gly
Thr
Pro
445
Thr

Asn

Ile
Ile
525
Lys
Leu
Ser
Trp
605
Lys
Gly

Asp

Asp
Val
430
Thr
Val

His

Ile
510
Thr
Met
Glu
Lys
Glu
590
Leu
Lys

Ser

Glu

Leu
415
Gly
Lys
Thr
Leu
Val
495
Arg
Ile
Val
Arg
Asn
575
Asp

Glu

Glu

Leu
655

400
Val

Gly
Lys
Ile
Leu
480
Pro
Val
Thr
Asn
Ile
560
Gln
Lys
Ser

Leu

Gly
640



10

15

20

25

30

35

40

atggtggtgg
tctggccage
gcagggtcgg
agcccecggagg
cgagatagaa
gagaaccaca
gttgagaacc
ccagaggtgg
gcaggtgcag
gcctcttcag
atgtttttca
ccagaaggac
aagctggaag
ttagagatcc
cctctaagcect
ttggaagatg
ctgagaccac
tctcecttea
gccaatgaac

<210> 4
<211> 371
<212> PRT

tggcagcggce
ccgcectecgg
aggcgagcgg
agaaagcgct
agaaagcccg
aactccagct
aggagttaag
aggccaaggg
gcccagttgt
attctgagtc
aatgtccttce
ctagttcctt
ccattaatga
cctctgagac
cttcagaaga
acttcatccc
cttcttgcct
gtgacatgtc
ttttccececca

<213> Mus musculus

<400> 4

ES 2673 518 T3

gccgagcegeg
cggccgggcyg
gacaccgcag
gcggaggaaa
gatgagcgag
agaaaatcag
aacacgcttg
gagtggagta
cacctccceca
tgatatcctt
cccagagtct
accagcctcc
actcattcgt
agagagtcaa
ggatcaccct
agagctgggc
gctggacgct
ttctccactt
gctgattagt

gccacggcgg
ctgccgcetea

gctcgcaagc
ctgaaaaaca
ctggagcagc
cttttacggg
ggaatggaca
aggctggtgyg
gaacatcttc
ttgggcattc
gctagtctygg
ctttctctgt
tttgaccatg
actaacgtgg
gaattcattg
atctcaaacc
cacagtgact
ggtacagacc
gtc

14

cccccaaagt
tggtacccgg
ggcagcggct
gagtagcagc
aagtggtgga
agaaaactca
cgctggatcc
ccgggtcectgce
ccatggactc
tggacaagtt
aggaactccc
cagtggggac
tatacaccaa
tagtgaaaat
tctcagtgaa
tgctttcatc
gtggatatga
actcctggga

gctactctta
tccgecgggcea
cacgcacctg
gcagactgct
tttggaagaa
cggccttgtg
tgacgaggtt
tgagtccgca
tgacactgtt
ggaccctgtc
agaggtctac
ctcatcagcc
gcctctagtt
tgaggaagca
gaaagagcct
cagccattgt
gggctcccecct
ggatactttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1080
1113



Met
Val
Leu
Pro
Lys
65

Arg
Asp
Arg
Arg
Ala
145
Ala
Ser
Ile
Glu
Ser
225
Lys
Lys
Val
His
Phe
305
Leu
Glu

Asp

Ile

<210>5
<211> 801

Val
Leu
Met
Gln
50

Ala
Asp
Leu
Glu
Leu
130

Lys

Gly

Leu
Ser
210
Ser
Leu
Pro
Val
Pro
290
Ile
Arg
Gly
His

Ser
370

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 5

Val
Leu
Val
35

Ala
Leu
Arg
Glu
Lys
115
Gly
Gly
Ala
Thr
Asp
195
Ala
Leu
Glu
Leu
Val
275
Glu
Pro
Pro
Ser
Ser

355
Val

Val
Leu
20

Pro
Arg
Arg
Lys
Glu
100
Thr
Met
Ser
Gly
Val
180
Lys
Ser
Pro
Ala
Val
260
Lys
Phe
Glu
Pro
Pro

340
Trp

Ala
Ser
Gly
Lys
Arg
Lys
85

Glu
His
Asp
Gly
Pro
165
Ala
Leu
Leu
Ala
Ile
245
Leu
Ile
Ile
Leu
Ser
325

Ser

Glu

Ala
Gly
Pro
Arg
Lys
70

Ala
Asn
Gly
Thr
Val
150
Val
Ser
Asp
Glu
Ser
230
Asn
Glu
Glu
Val
Gly
310
Cys

Pro

Asp

ES 2673 518 T3

Ala

Gln

Gln
55

Leu
Arg
His
Leu
Leu
135
Val
Ser
Pro
Glu
215
Leu
Glu
Ile
Glu
Ser
295
Ile
Leu

Phe

Thr

Pro
Pro
Ala
40

Arg
Lys
Met
Lys
Val
120
Asp

Leu

Thr

Val
200
Leu
Ser
Leu
Pro
Ala
280
Val
Ser
Leu

Ser

Phe
360

Ser
Ala
25

Ala
Leu
Asn
Ser
Leu
105
Val
Pro
Val
Ser
Ser
185
Met
Pro
Leu
Tle
Ser
265
Pro
Lys
Asn
Asp
Asp

345
Ala

15

Ala
10

Ser
Gly
Thr
Arg
Glu
90

Gln
Glu
Asp
Ala
Pro
170
Glu
Phe
Glu
Ser
Arg
250
Glu
Leu
Lys
Leu
Ala
330

Met

Asn

Ala
Gly
Ser
His
Val
75

Leu
Leu
Asn
Glu
Gly
155
Glu
Ser
Phe
Val
Val
235
Phe
Thr
Ser
Glu
Leu
315
His
Ser

Glu

Thr
Gly
Glu
Leu
60

Ala
Glu
Glu
Gln
Val
140

Ser

His

Lys
Tyr
220
Gly
Asp
Glu
Ser
Pro
300
Ser
Ser

Ser

Leu

Ala
Arg
Ala
45

Ser
Ala
Gln
Asn
Glu
125
Pro
Ala
Leu
Ile
Cys
205
Pro
Thr
His
Ser
Ser
285
Leu
Ser
Asp

Pro

Phe
365

Ala
Ala
30

Ser
Pro
Gln
Gln
Gln
110
Leu
Glu
Glu
Pro
Leu
190
Pro
Glu
Ser
Val
Gln
270
Glu
Glu
Ser
Cys
Leu

350
Pro

Pro
15

Leu
Gly
Glu
Thr
Val
95

Leu
Arg
Val
Ser
Met
175

Leu

Ser

Ser
Tyr
255
Thr
Glu
Asp
His
Gly
335
Gly

Gln

Lys
Pro
Thr
Glu
Ala
80

Val
Leu
Thr
Glu
Ala
160
Asp
Gly
Pro
Pro
Ala
240

Thr

Asn

Asp
Cys
320
Tyr
Thr

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

atggtggtgg
tctggccagce
gcagggtcgg
agcccecggagg
cgagatagaa
gagaaccaca
gttgagaacc
ccagaggtgg
gcactcagac
atcttcccat
gcattctgga
gtctggagga
ctctgtcagt
accatgtata

<210>6
<211> 267
<212> PRT

tggcagcggce
ccgcecctecgg
aggcgagcgg
agaaagcgct
agaaagcccg
aactccagct
aggagttaag
aggccaagqgg
tatgtgcacc
ggactctgac
caagttggac
actcccagag
ggggacctca
caccaagcct

<213> Mus musculus

<400> 6

ES 2673 518 T3

gccgagcegeg
cggccgggceg
gacaccgcag
gcggaggaaa
gatgagcgag
agaaaatcag
aacacgcttg
gagtggagta
tctgcagcag
actgttgcct
cctgtcatgt
gtctacccag
tcagccaagc
c

gccacggcgg
ctgccgcectca

gctcgcaagce
ctgaaaaaca
ctggagcagc
cttttacggg
ggaatggaca
aggctggtgg
gtgcaggccc
cttcagattc
ttttcaaatg
aaggacctag
tggaagccat

16

cccccaaagt
tggtacccgg
ggcagcggcet
gagtagcagc
aagtggtgga
agaaaactca
cgctggatcc
ccgggtetgce
agttgtcacc
tgagtctgat
tccttcececca
ttccttacca
taatgaactc

gctactctta
tccgecgggcea
cacgcacctg
gcagactgct
tttggaagaa
cggccttgtg
tgacgaggtt
tgagtccgca
tccccagaac
atccttttgg
gagtctgcta
gcctcececttt
attcgttttyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
801



10

15

20

Met

Val

Leu

Pro

Ala
145
Ala
Pro
Ile
Ser
Ser

225
Leu

Val
Leu
Met
Gln
50

Ala
Asp
Leu
Glu
Leu
130
Lys
Leu
Pro
Leu
Cys
210
Gln

Cys

<210>7

<211> 504
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 7

Val
Leu
Val
35

Ala
Leu
Arg

Glu

Lys
115

Gln
Ser
195
Phe
Arg

Gln

Val
Leu
20

Pro
Arg
Arg
Lys
Glu
100
Thr
Met
Ser
Leu
Asn
180
Leu
Ser

Ser

Trp

Ser

Ala
Ser
Gly

Lys

Lys
85

Glu
His
Asp
Gly
Cys
165
Ile
Ile
Asn

Thr

Gly
245

Ala
Gly
Pro
Arg
Lys
70

Ala
Asn
Gly
Thr
Val
150
Ala
Phe
Ser
Val
Gln

230
Pro

ES 2673 518 T3

Ala

Gln

Gln
55

Leu
Arg
His
Leu
Leu
135
Pro
Pro
Phe
Leu
215

Lys

His

Pro
Pro
Ala
40

Arg
Lys
Met
Lys
Val
120
Leu
Leu
Trp
Trp
200
Pro

Asp

Gln

Ser
Ala
25

Ala
Leu
Asn
Ser
Leu
105
Val
Pro
Val
Gln
Thr
185
Ala
Gln

Leu

Pro

Ala
10
Ser

Gly

Thr

Glu
90

Gln
Glu
Asp
Ala
Gln
170
Leu
Phe
Ser

Val

Ser
250

Ala
Gly
Ser
His
Val
75

Leu
Leu
Asn
Glu
Gly
155
Val
Thr
Trpe
Leu
Pro

235
Trpe

Thr
Gly
Glu
Leu
60

Ala
Glu
Glu
Gln
Val
140
Ser
Gln
Leu
Thr
Leu
220

Tyr

Lys

Phe Val Leu Thr Met Tyr Thr Pro Ser

260

17

265

Ala
Arg
Ala
45

Ser
Ala
Gln
Asn
Glu
125
Pro
Ala
Ala
Leu
Ser
205
Val

Gln

Pro

Leu

Ala
Ala
30

Ser
Pro
Gln
Gln
Gln
110
Leu
Glu
Glu
Gln
Pro
190
Trp
Trp

Pro

Leu

Pro
15

Leu
Gly
Glu
Thr
Val
95

Leu
Arg
Val
Ser
Leu
175
Leu
Thr
Arg

Pro

Met
255

Lys
Pro
Thr
Glu
Ala
80

Val
Leu
Thr
Glu
Ala
160
Ser
Gln
Leu
Asn
Phe

240
Asn



10

15

20

atggcagctg
tggtatgagg
tcececcaggaa
gcttggctga
tctccagatt
actaggaaac
gagaaggagc
aagcaggaaa
cgcatggtca

agtccctgcec
atctgcagga
acgaagagga
cagaggagcc
ccagtcagag
ggaaacagag
aggagaacga
tcgagcgect
gcctgcacca

ES 2

tttcaccttg
ggtcctgtce
agaatcaaaa
agggccaaca
ttctatggcc
tggtcagtgc
gcggaaagtg
gaccagggaqg
agca

673 518 T3

gagacggtgt
tcagatgaaa
accttcacta
gaggtcacac
caggaggaag
ccagcccggce
gcacagctag
gtggagacca

ccagctggga
atgggggcac
ctcttgaccce
gcacatccca
aggaggaaga
ctgggaagca
ctgaagagaa
cacggcgggce

gctggaagcc
ctatatctca
tgcgtccecta
aagccctcgce
gcaaggaaga
acgcatgaag
cgagcggctce
tctgatcgac

<210> 8
<211> 168
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

Met Ala
1
Glu Leu

Glu Asn

Ser Lys
50
Glu Glu
65
Ser Pro

Glu Gln

Arg Pro

Val
130
Arg

Lys

Glu
145

Arg Met

<210>9
<211> 1962
<212> ADN

Ala
Glu
35

Thr
Pro
Asp
Gly
Gly
115
Ala

Leu

Val

<213> Homo sapiens

<400> 9

Glu
Ala
20

Gly
Phe
Gly
Ser
Arg
100
Lys
Gln

Thr

Ser

Ser
Trp
Thr
Thr
Pro
Ser
85

Thr
Gln
Leu

Arg

Leu
165

Leu
Tyr
Tyr
Thr
Thr
70

Gln
Arg
Arg
Ala
Glu

150
His

Pro
Glu
Ile
Leu
55

Glu
Ser
Lys
Met
Glu
135

Val

Gln

Phe
Asp
Ser
40

Asp

Val

Ser

Lys
120
Glu
Glu

Ala

Thr
Leu
25

Ser
Pro
Thr
Met
Lys
105
Glu

Asn

Thr

Leu
10
Gln

Pro

Ala

Ala
90

Gln
Lys
Glu

Thr

Glu
Glu
Gly
Ser
Thr
75

Gln
Ser
Glu

Arg

Arg
155

Thr
Val
Asn
Leu
60

Ser
Glu
Gly
Gln
Leu

140
Arg

Val
Leu
Glu
45

Ala
Gln
Glu
Gln
Glu
125

Lys

Ala

Ser
Ser
30

Glu
Trp
Ser
Glu
Cys
110
Asn

Gln

Leu

Ser
15

Ser
Glu
Leu
Pro
Glu
95

Pro
Glu
Glu

Ile

atgaagctct ccctggtggc cgcgatgctg ctgctgctca gcgcggcgcecg ggccgaggag
gaggacaaga aggaggacgt gggcacggtg gtcggcatcg acctggggac cacctactcc

18

60
120
180
240
300
360
420
480
504

Trp
Asp
Glu
Thr
80

Glu
Ala
Arg
Ile

Asp
160

60
120



10

15

20

25

tgcgtcecggeg
atcacgccgt
aagaaccagc
cgcacgtgga
gaaaagaaaa
gctcctgaag
ttgggaaaga
cgccaagcaa
gagcctacgg
ctggtgtttg
gtcttcgaag
cgtgtcatgg
gacaatagag
tctcagcatc
accctgactc
ccegtcecaga
cttgttggtg
ggcaaggaac
caggctggtg
cccecttacac
acagtggtgce
gttacaatca
acatttgatc
tttgagatag
aaaaataaga
atggttaatg
actagaaatg
aagctgggag
aagattgaat
aaggaactgg
cccccaactg

<210>10
<211> 654
<212> PRT

tgttcaagaa
cctatgtcge
tcacctccaa
atgacccgtc
ctaaaccata
aaatttctgc
aggttaccca
ccaaagacgc
cagctgctat
acctgggtgg
ttgtggccac
aacacttcat
ctgtgcagaa
aagcaagaat
gggccaaatt
aagtgttgga
gctcgactcg
catcccgtgg
tgctctctgg
ttggtattga
ctaccaagaa
aggtctatga
tgactggaat
atgtgaatgg
tcacaatcac
atgctgagaa
agttggaaag
gtaaactttc

ggctggaaag
aagaaattgt

gtgaagagga

<213> Homo sapiens

<400> 10

ES 2673 518 T3

cggccgcgtyg
cttcactcct
ccccgagaac
tgtgcagcag
cattcaagtt
catggttctc
tgcagttgtt
tggaactatt
tgcttatggce
cggaaccttc
taatggagat
caaactgtac
actccggcgce
tgaaattgag
tgaagagctc
agattctgat
aattccaaag
cataaaccca
tgatcaagat
aactgtggga
gtctcagatc
aggtgaaaga
tcectectget
tattcttcga
caatgaccag
gtttgctgag
ctatgcctat
ctctgaagat
ccaccaagat
tcaaccaatt
tacagcagaa

gagatcatcg
gaaggggaac
acggtctttyg
gacatcaagt
gatattggag
actaaaatga
actgtaccag
gctggcctaa
ctggataaga
gatgtgtctc
actcatctgg
aaaaagaaga
gaggtagaaa
tcecttetatg
aacatggatc
ttgaagaagt
attcagcaac
gatgaagctg
acaggtgacc
ggtgtcatga
ttttctacag
cccctgacaa
cctcgtgggg
gtgacagctg
aatcgcctga
gaagacaaaa
tctctaaaga
aaggagacca
gctgacattg
atcagcaaac
aaagatgagt

19

ccaacgatca
gtctgattgg
acgccaagcg
tcttgecegtt
gtgggcaaac
aagaaaccgc
cctattttaa
atgttatgag
gggaggggga
ttctcaccat
gtggagaaga
cgggcaaaga
aggccaaacg
aaggagaaga
tgttcecggtce
ctgatattga
tggttaaaga
tagcgtatgg
tggtactgct
ccaaactgat
cttctgataa
aagacaatca
tcccacagat
aagacaaggg
cacctgaaga
agctcaagga
atcagattgg
tggaaaaagc
aagacttcaa
tctatggaag

tg

gggcaaccgc
cgatgccgcece
gctcatcggce
caaggtggtt
aaagacattt
tgaggcttat
tgatgcccaa
gatcatcaac
gaagaacatc
tgacaatggt
ctttgaccag
tgtcaggaaa
ggccctgtct
cttttctgag
tactatgaag
tgaaattgtt
gttcttcaat
tgctgctgtc
tgatgtatgt
tccaaggaac
tcaaccaact
tcttctgggt
tgaagtcacc
tacagggaac
aatcgaaagg
gcgcattgat
agataaagaa
tgtagaagaa
agctaagaag
tgcaggccct

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
%260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1962
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Met
Arg

Ile

Tyr
65

Lys
Arg
Lys

Gln

Ile
145

Lys
Ala
Asp
Val
50

Val
Asn
Leu
Phe
val

130
Ser

Leu
Glu
Leu
35

Glu
Ala
Gln
Ile
Leu
115

Asp

Ala

Ser
Glu
20

Gly
Ile
Phe
Leu
Gly
100
Pro

Ile

Met

Leu
Glu
Thr
Ile
Thr
Thr
85

Arg
Phe

Gly

Val

Val
Asp
Thr
Ala
Pro
70

Ser
Thr
Lys
Gly

Leu
150
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Ala
Lys
Tyr
Asn
55

Glu
Asn
Trp
Val
Gly

135
Thr

Ala
Lys
Ser
40

Asp
Gly
Pro
Asn
Val
120
Gln

Lys

Met
Glu
25

Cys
Gln
Glu
Glu
Asp
105
Glu

Thr

Met

20

Leu
10

Asp
Val
Gly
Arg
Asn
90

Pro
Lys

Lys

Lys

Leu
Val
Gly
Asn
Leu
75

Thr
Ser
Lys

Thr

Glu
155

Leu
Gly
Val
60

Ile
Val
Val
Thr
Phe

140
Thr

Leu
Thr
Phe
45

Ile
Gly
Phe
Gln
Lys
125

Ala

Ala

Ser

Val
30
Lys

Thr
Asp
Asp
Gln
110
Pro

Pro

Glu

Ala
15

Val
Asn
Pro
Ala
Ala
95

Asp
Tyr

Glu

Ala

Ala
Gly
Gly
Ser
Ala
80

Lys
Ile
Ile

Glu

Tyr
160



Leu
Asn
Leu
Tyr
Leu
225
Val
Asp
Lys
Arg
Ala
305
Thr
Ser
Lys
Pro
Ser
385
Gln
Leu
Met
Gln
vVal
465
Thr
Ile
Ala
Asp
Ala
545
Thr
Gly
Thr

Gln

Glu
625

Gly
Asp
Asn
Gly
210
Gly
Phe
Phe
Thr
Arg
290
Arg
Leu
Thr
Ser
Lys
370
Arg
Ala
Asp
Thr
Ile
450
Tyr
Phe
Glu
Glu
Gln
530
Glu
Arg
Asp
Met
Asp

610
Ile

Lys
Ala
Val
195
Leu
Gly
Glu
Asp
Gly
275
Glu
Tle
Thr
Met
Asp
355
Ile
Gly
Gly
Val
Lys
435
Phe
Glu
Asp
Val
AsSp
515
Asn
Lys
Asn
Lys
Glu
595

Ala

Val

Lys
Gln
180
Met
Asp
Gly
Val
Gln
260
Lys
Val
Glu
Arg
Lys
340
Tle
Gln
Ile
Val
Cys
420
Leu
Ser
Gly
Leu
Thr
500
Lys
Arg
Phe
Glu
Glu
580
Lys

Asp

Gln

val
165
Arg
Arg
Lys
Thr
Val
245
Arg
Asp
Glu
Tle
Ala
325
Pro
Asp
Gln
Asn
Leu
405
Pro
Ile
Thr
Glu
Thr
485
Phe
Gly
Leu
Ala
Leu
565
Lys
Ala

Ile

Pro

Thr
Gln
Ile
Arg
Phe
230
Ala
Val
Val
Lys
Glu
310
Lys
Val
Glu
Leu
Pro
390
Ser
Leu
Pro
Ala
Arg
470
Gly
Glu
Thr
Thr
Glu
550
Glu
Leu
Val

Glu

Ile
630
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His
Ala
Ile
Glu
215
Asp
Thr
Met
Arg
Ala
295
Ser
Phe
Gln
Tle
Val
375
Asp
Gly
Thr
Arg
Ser
455
Pro
Ile
Ile
Gly
Pro
535
Glu
Ser
Gly
Glu
AsSp

615
Ile

Ala
Thr
Asn
200
Gly
Val
Asn
Glu
Lys
280
Lys
Phe
Glu
Lys
Val
360
Lys
Glu
Asp
Leu
Asn
440
Asp
Leu
Pro
Asp
Asn
520
Glu
Asp
Tyr
Gly
Glu
600

Phe

Ser

21

vVal
Lys
185
Glu
Glu
Ser
Gly
His
265
Asp
Arg
Tyr
Glu
Val
345
Leu
Glu
Ala
Gln
Gly
425
Thr
Asn
Thr
Pro
Val
505
Lys
Glu
Lys
Ala
Lys
585
Lys

Lys

Lys

Val
170
Asp
Pro
Lys
Leu
Asp
250
Phe
Asn
Ala
Glu
Leu
330
Leu
Val
Phe
Val
Asp
410
Ile
Val
Gln
Lvys
Ala
490
Asn
Asn
Ile
Lys
Tyr
570
Leu
Ile

Ala

Leu

Thr
Ala
Thr
Asn
Leu
235
Thr
Tle
Arg
Leu
Gly
315
Asn
Glu
Gly
Phe
Ala
395
Thr
Glu
Val
Pro
AsSpP
475
Pro
Gly
Lys
Glu
Leu
555
Ser
Ser
Glu

Lys

Tyr
635

Val
Gly
Ala
Ile
220
Thr
His
Lys
Ala
Ser
300
Glu
Met
Asp
Gly
Asn
380
Tyr
Gly
Thr
Pro
Thr
460
Asn
Arg
Ile
Ile
Arg
540
Lys
Leu
Ser
Trp
Lys

620
Gly

Pro
Thr
Ala
205
Leu
Ile
Leu
Leu
Val
285
Ser
Asp
Asp
Ser
Ser
365
Gly
Gly
Asp
Val
Thr
445
Val
His
Gly
Leu
Thr
525
Met
Glu
Lys
Glu
Leu
605

Lys

Ser

Ala
Ile
190
Ala
Val
Asp
Gly
Tyr
270
Gln
Gln
Phe
Leu
Asp
350
Thr
Lys
Ala
Leu
Gly
430
Lys
Thr
Leu
Val
Arg
510
Ile
Val
Arg
Asn
Asp
590
Glu

Glu

Ala

Tyr
175
Ala
Ile
Phe
Asn
Gly
255
Lys
Lys
His
Ser
Phe
335
Leu
Arg
Glu
Ala
Val
415
Gly
Lys
Ile
Leu
Pro
495
Val
Thr
Asn
Ile
Gln
575
Lys
Ser

Leu

Gly

Phe
Gly
Ala
Asp
Gly
240
Glu
Lys
Leu
Gln
Glu
320
Arg
Lys
Tle
Pro
Val
400
Leu
Val
Ser
Lys
Gly
480
Gln
Thr
Asn
Asp
Asp
560
Ile
Glu
His
Glu

Pro
640



10

15

20

25

30

35

40

45

Pro Pro Thr Gly Glu Glu Asp Thr Ala Glu Lys Asp Glu Leu

<210> 11
<211>783
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

atggtggtgg
tcggggeage
ccagcccaga
cgacagcgcc
agagtagcag
caagtggtag
gagaaaactc
gceetggttg
tctgctgagt
tcacccctece
ctgatatcct
ccccagagcec
taccagcctce

aac

<210> 12
<211> 261
<212> PRT

tggcagccgce
ccgcectecge
gaggggccag
tcacgcacct
ctcagactgc
atttagaaga
atggccttgt
ctgaagagga
ccgcagcact
agaacatctc
gttgggcatt
tgccagcctg
cctttctectg

<213> Homo sapiens

<400> 12
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645

gccgaacccg
cgccggagcec
cccggaggca
gagccccgag
cagagatcga
agagaaccaa
agttgagaac
ggcggaagcc
cagactacgt
cccatggatt
ctggacaact
gaggagctcc
tcagtgggga

gccgacggga
ccggcecggcece
gcgagcgggg
gagaadggcgc
aagaaggctc
aaacttttgc
caggagttaa
aaggggaaty
gcacctctgc
ctggcggtat
tggacccagt
cagaggtcta
cgtcatcagce

22

650

cccctaaagt
aggccctgcece
ggctgcccca
tgaggaggaa
gaatgagtga
tagaaaatca
gacagcgctt
aagtgaggcc
agcaggtgca
tgactcttca
catgttcttc
cccagaagga
caagctggaa

tctgcttctg
gctcatggtyg
ggcgcgcaag
actgaaaaac
gctggaacag
gcttttacga
ggggatggat
agtggccggyg
ggcccagttg
gattcagagt
aaatgccctt
cccagttcct
gccattaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

783
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15

20

Met
Val
Gly
Glu
Thr
65

Glu
Leu
Glu
Glu
145
Ser

Gln

Val

Thr
Pro
225
Tyr

Lys

Val
Leu
Gln
Ala
50

His
Val
Leu
Leu
Asn
130
Glu
Ala

Ala

Leu

Thr
210
Ala
Gln

Pro

<210> 13
<211> 1386
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

Val
Leu
Ala
35

Ala
Leu
Ala
Glu
Glu
115
Gln
Glu
Glu

Gln

Thr
1395

Trp
Trp
Pro

Leu

Val
Leu
20

Leu
Ser
Ser
Ala
Gln
100
Asn
Glu
Ala
Ser
Leu

180
Leu

Thr
Arg
Pro

Met
260

Ala

Ser

Pro

Pro
Gln
85

Gln
Gln
Leu
Glu
Ala
165

Ser

Gln

Gln
Ser
Phe

245
Asn

Ala
Gly

Leu

Glu
70

Thr
Val

Leu

Ala
150
Ala

Pro

Ile

Ser

Ser
230
Leu
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Ala
Gln
Met
Leu
55

Glu
Ala
Val
Leu
Gln
135
Lys
Leu

Leu

Gln

Cys
215
Gln

Cys

Pro
Pro
Val
40

Pro

Lys

Asp

Gln

Ser
200

Ser
Arg

Gln

Asn
Ala
25

Pro

Gln

Ala

Leu
105
Glu
Leu
Asn
Leu
Asn

185
Leu

Ser
Ser

Trp

23

Pro
10

Ser
Ala
Ala
Leu
Arg
90

Glu

Lys

Glu
Arg
170
Ile

Ile

Asn
Thr

Gly
250

Ala
Ala

Gln

Glu
Thr
Met
Val
155
Ala

Ser

Ser

Ala

Gln
235
Arg

Asp
Ala
Arg
Lys
60

Arg
Lys
Glu
His
Asp
140
Arg
Pro

Pro

Cvys

Leu
220
Lys

His

Gly
Gly
45

Lys
Ala
Asn
Gly
125
Ala
Pro
Leu

Trp

Trp
205

Pro
Asp

Gln

Thr
Ala
30

Ala
Gln
Leu
Arg
Gln
110
Leu
Leu
Val
Gln
Ile

190
Ala

Gln
Pro

Pro

Pro
15
Pro

Ser

Lys
Met
95

Lys
Val
Val
Ala
Gln
175

Leu

Phe

Ser
Val

Ser
255

Lys
Ala
Pro
Leu
Asn
80

Ser
Leu
Val
Ala
Gly
1¢0
Val

Ala

Trp

Leu

Pro
240
Trp
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30

35

atggcctcaa
cccgggeagg
tatagccagt
agccagaaca
tatggcagta
ggccagcagc
agctatgggc
caaagctatg
tacaacagca
caatcctcca
ggtggaggtyg
agtggtggcg
cccagaggtc
ggcttcaata
aaagcagatg
ttctectteg
gtcctgtcett
gaatcaaaaa
ccagaaccag
agctceccctgg
agtggtcatt
gaaaggaaag
ctgaccaggg
caagca

<210> 14
<211> 462
<212> PRT

acgattatac
gctattccca
ccacggacac
caggctatgg
gccagagctce
cagctcccag
agccccagag
gacagcagca
gcagtggtygg
tgagtagtgg
gcagcggtygyg
gcggcggcgg
gtggaggtgg
aatttggtgt
tgcttttcca
ggacactgtc
cagatgaaaa
tcttcaccac
cagaggtcac
ctcaggagga
ccccagececg
tggcacagct
aagtagaggc

<213> Homo sapiens

<400> 14
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ccaacaagca
gcagagcagt
ttcaggctat
aactcagtca
ccaatcgtct
cagcacctcg
tgggagctac
aagctataat
tggaggtgga
tggtggcagt
ctatggacag
cggcggtggt
ccgtggaggc
gttcaagaag
gactgatcca
cagctgggag
tgggggtacc
tcttgaccct
aagcacctcc
agaggaggaa
ggctggaaag
agctgaagag
gactcgccga

acccaaagct
cagccctacg
ggccagagca
actccccagg
tacgggcagc
ggaagttacg
agccagcagc
ccecectecagg
ggtggaggtg
ggtggcggtt
caggaccgtg
ggttacaacc
agaggtggca
gaagtgtatc
actgcagaga
ctggaagcct
tatgtttcac
gcttctectgg
cagagccctc
gaccaaggga
cagcgcatga
aatgaacggc
gctctgattg

24

atggggccta
gacagcagag
gctattcttc
gatatggctc
agtcctecta
gtagcagttc
ctagctatgg
gctatggaca
gaggtaacta
atggcaatca
gaggccgcgyg
gcagcagtgg
tgggcggaag
ttcatacatc
tggcagctga
ggtatgagga
ctcctggaaa
cttggctgac
actctccaga
dgaaccaggaa
aggagaaaga
tcaagcagga
accgaatggt

ccccacccag
ttacagtggt
ttatggccag
gactggcggce
ccectggetat
tcagagcagc
tggacagcag
gcagaaccag
tggccaagat
agaccagagt
caggggtggc
tggctatgaa
tgaccgtggt
accacacctg
gtcattgcct
cctgcaagag
Lgaagaggaa
tgaggaggag
ttccagtcag
acggaaacag
acaggagaat
aatcgagcgc
gaatctgcac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386
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Met
Tyr
Tyr
Gly
Gly

65
Tyr

Ala

Pro

Tyr
50
Tyr

Ser
Thr
Gln
35

Gly
Gly

Ser

Asn
Gln
20

Gln
Gln
Thr

Ser

Asp
Pro
Ser
Ser
Gln

Gln

Tyr
Gly
Tyr
Ser
Ser

70
Ser
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Thr
Gln
Ser
Tyr
55

Thr

Ser

Gln
Gly
Gly
40

Ser

Pro

Gln

25

Gln
Tyr
25

Tyr
Ser

Gln

Ser

Ala
10

Ser
Ser
Tyr

Gly

Ser

Thr
Gln
Gln
Gly
Tyr

75
Tyr

Gln
Gln
Ser
Gln

60
Gly

Ser
Ser
Thr
45

Ser

Ser

Gln

Tyr
Ser
30

Asp
Gln
Thr

Gln

Gly
15

Gln
Thr
Asn

Gly

Ser

Ala
Pro
Ser
Thr
Gly

80
Ser



Tyr
Tyr
Ser
Gln
145
Tyr

Tyr

Gly

Gly
225
Pro
Ser
Tyr
Asp
Thr
305
Val
Asn
Leu
Thr
Gln
385
Ser

Glu

Arg

Pro
Gly
Tyr
130
Gln

Asn

Tyr
Gln
210
Gly
Arg
Asp
Leu
Pro
290
Leu
Leu
Glu
Ala
Ser
370
Glu
Gly
Gln

Leu

Arg
450

Gly
Ser
115
Ser
Gln
Ser
Gln
Gly
195
Gln

Gly

Arg
His
275
Thr
Ser
Ser
Glu
Trp
355
Gln
Glu
His
Glu
Lys

435
Ala

Tyr
100
Ser
Gln
Ser
Ser
Asp
180
Asn
Asp
Gly
Arg
Gly
260
Thr
Ala
Ser
Ser
Glu
340
Leu
Ser
Glu
Ser
Asn
420
Gln

Leu

85
Gly

Ser
Gln
Tyr
Ser
165
Gln
Gln
Arg
Gly
Gly
245
Gly
Ser
Glu
Trpe
Asp
325
Glu
Thr
Pro
Glu
Pro
405
Glu

Glu

Ile

Gln
Gln
Pro
Asn
150
Gly

Ser

Asp

Gly
230
Gly
Phe
Pro
Met
Glu
310
Glu
Ser
Glu
His
Glu

390
Ala

Ile

Asp

ES 2673 518 T3

Gln
Ser
Ser

135
Pro

Ser
Gln
Gly
215
Gly
Gly
Asn
His
Ala
295
Leu
Asn
Lys
Glu
Ser
375
Asp
Arg
Lys

Glu

Arg
455

Pro
Ser
120
Tyr

Pro

Met
Ser
200
Arg
Tyr
Arg
Lys
Leu
280
Ala

Glu

Ile
Glu
360
Pro
Gln
Ala
Val
Arg

440
Met

Ala
105
Ser

Gly

Gln

185

Phe
265
Lys
Glu
Ala
Gly
Phe

345
Pro

Gly
Gly
Ala
425

Leu

Val

26

170
Ser

Gly
Arg
Arg
Gly
250
Gly
Ala
Ser
Trp
Thr
330
Thr
Glu
Ser
Arg
Lys
410
Gln

Thr

Asn

Ser
Gly
Gln

Tyr
155

Ser
235
Arg
Val
Asp
Leu
Tyr
315
Tyr
Thr
Pro
Ser
Thr
395
Gln
Leu

Arg

Leu

Ser
Gln
Gln
140
Gly
Gly

Gly

Gly
220
Ser

Phe
Val
Pro
300
Glu
Val
Leu
Ala
Gln
380
Arg
Ala

Glu

His
460

Thr
Pro
125
Gln

Gln

Gly
Ser
205
Ser
Gly
Gly
Lys
Leu
285
Phe

Asp

Ser

Glu
365
Ser
Lys
Met
Glu
Val

445
Gln

Ser
110
Gln
Ser
Gln
Gly
Ser
190
Gly
Gly
Gly
Met
Lys
270
Phe
Ser
Leu
Pro
Pro
350
Val
Ser
Arg
Lys
Glu
430
Glu

Ala

95
Gly

Ser
Tyr
Asn
Gly
175
Gly
Gly
Gly
Tyr
Gly
255
Glu
Gln
Phe
Gln
Pro
335
Ala
Thr
Leu
Lys
Glu
415

Asn

Ala

Ser
Gly
Gly
Gln
160
Asn
Gly
Tyr
Gly
Glu
240
Gly
Val
Thr
Gly
Glu
320
Gly
Ser
Ser
Ala
Gln
400
Lys

Glu

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673 518 T3

<210> 15
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica un ARN pequeiio de interferencia de horquillado corto que esta

dirigido a transcritos de CHOP.

<400> 15
acgaagagga agaatcaaat tcaagagatt tgattcttcc tcttcgttt

<210> 16
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de acido nucleico que codifica un ARN pequeiio de interferencia de horquillado corto que esta

dirigido a transcritos de CHOP.

<400> 16
gaactaggaa acggaaacat tcaagagatg tttccgtttc ctagttctt

27
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Reivindicaciones

1. Un método para aumentar la tasa o ritmo de secrecién celular de una proteina, que comprende los siguientes
pasos:

a) modular o regular la actividad de al menos un componente de la ruta de respuesta a proteinas
desplegadas (o UPR, por sus siglas en inglés) en una célula; y

b) cultivar las células,

de manera que el componente de la via o ruta UPR es una CHOP y de manera que la actividad de la CHOP
se modula transfectando establemente la célula con un acido nucleico que codifica un ARN pequefio de
interferencia (ARNip o siRNA, por sus siglas en inglés) que esta dirigido a los transcritos (o transcriptos) de
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina CHOP, de manera que el acido nucleico que
codifica el siRNA es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 15 o0 SEQ ID NO: 16.

2. El método de la reivindicacién 1, de manera que la célula es una célula de mieloma.
3. El método de la reivindicacion 2, de manera que la célula de mieloma es Sp2/0, NSO, FO o Ag653.
4. El método de la reivindicacion 2, de manera que la célula de mieloma es un subclon de Sp2/0, NSO, FO o Ag653.

5. El método de la reivindicacion 1, de manera que la célula es una célula de ovario de hamster chino (o célula
CHO).

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, de manera que la proteina es un anticuerpo.

7. El método de la reivindicacion 1, de manera que la proteina CHOP tiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra en SEQ ID NO: 8.

8. Una célula plasmatica que se obtiene modulando o regulando la actividad de la CHOP en la célula mediante un
método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, de manera que la célula plasmatica esta
transfectada establemente con un acido nucleico que codifica un ARN pequefio de interferencia (siRNA) que esta
dirigido a los transcritos de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina CHOP, de manera que el
acido nucleico que codifica el siRNA es la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16.

9. La célula plasmatica de la reivindicacién 8, que es una célula derivada de SP2/0.

10. La célula plasmatica de la reivindicacién 9, que

a) secreta un anticuerpo; y/o
b) es una célula C2-8 o C2-18.
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Fig. 1
A. B.
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Fig. 2
A. BiP B. CHOP C. Xbp-1(p34)
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